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RESUMO 
A busca por antimicrobianos naturais tem aumentado nos últimos anos e 
estimulado vários estudos com óleos essenciais (OE’s) de plantas aromáticas, que 
têm sido apontados como alternativa na conservação de alimentos. Somando-se a 
essa informação, doenças de origem alimentar causadas por bactérias ainda são 
comuns no mundo inteiro, em que os sintomas variam de diarreia, nos casos mais 
simples, a óbito, nos casos mais graves. Diante de todo este cenário, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do óleo essencial de sete 
cultivares de Ocimum basilicum L. frente à seis estirpes de bactérias: Escherichia 
coli ATCC 23226, Bacilus cereus ATCC 4504, Salmonella typhimurium ATCC 14028, 
Enterobacter sakazakii ATCC 29004, Staphylococcus aureus ATCC 8095 e Listeria 
monocytogenes ATCC 7644. O espectro de atividade dos óleos contra os 
microrganismos foi avaliado pelo método de difusão em ágar. Foram determinadas a 
concentração inibitória mínima (CIM), dose bactericida mínima (DBM) seguindo 
metodologia do CLSI (2017) e o efeito do óleo no crescimento de S. aureus foi 
verificado pelo monitoramento do crescimento da cultura pela leitura da densidade 
óptica a 600 nm na presença de concentrações crescente dos óleos. O óleos em 
análise inibiram todas as bactérias testadas, demonstrando amplo espectro de 
atividade. A determinação da CIM e da DBM demonstraram heterogeneidade na 
sensibilidade dos microrganismos frente aos óleos essenciais dos diferentes 
cultivares. Considerando os menores valores de CIM e DBM, os óleos essenciais 
foram mais efetivos em inibir as bactérias Gram-negativo. Na maioria dos casos, a 
DBM foi maior que a CIM, demonstrando que em baixas concentrações os óleos 
exercem efeito bacteriostático e em altas concentrações, bactericida. A adição de 
concentrações crescentes dos óleos Mrs. Burns e Maria Bonita ao meio BHI 
resultaram no aumento da fase lag, diminuição da DO máxima e da taxa de 
crescimento de S. aureus. Os resultados obtidos demonstram que os óleos testados 
apresentam potencial para controlar o crescimento de microrganismos patogênicos e 
deterioradores relacionados a alimentos. Talvez a forma mais efetiva para esse uso 
seja pela incorporação dos óleos a revestimentos comestíveis. O melhor tipo de 
revestimento e o alimento mais adequado para esse uso ainda serão testados. 
 
Palavras-chave: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella thiphymurium, plantas 
aromáticas, antimicrobianos naturais. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
Nas últimas décadas, os avanços nas tecnologias de conservação de 
alimentos foram notáveis, entretanto, mesmo com estes avanços, a ocorrência de 
surtos de doenças transmitidas por alimentos ainda são comuns (HU et al., 2016). 
Estima-se que as doenças diarreicas veiculadas por alimentos já causaram 
aproximadamente 4 a 6 milhões de mortes por ano, com a maioria delas ocorrendo 
em crianças pequenas (WHO, 2003). Dados mais recentes registrados no Brasil 
mostraram que 90,5% dos casos de surtos de doenças transmitidas por alimentos  
no período de 2007 a 2016 foram ocasionados por bactérias (Ministério da Saúde, 
2016). Além disso, a contaminação de alimentos por microrganismos também 
repercute em perdas econômicas para a indústria alimentícia (SWANGER e 
RUTHERFORD, 2004). 
Nesse sentido, o estudo de agentes antimicrobianos potentes para a 
conservação e manutenção da segurança microbiológica de alimentos é importante. 
Os primeiros conservantes de alimentos adotados em larga escala na indústria 
foram os aditivos químicos, apresentando algum nível de toxicidade a depender da 
quantidade utilizada. Além disso, esses conservantes também interferem nas 
características nutricionais e organolépticas do produto (GUTIERREZ et al., 2009). 
Posteriormente, com mais estudos na área de biotecnologia, implementou-se a 
utilização de substâncias naturais como conservantes (PEREIRA et al., 2006), 
visando garantir a qualidade microbiológica do alimento, sem representar risco para 
saúde do consumidor ou interferir nas características organolépticas (ELSSER- 
GRAVESEN, 2013; ZHANG et al., 2016). 
Dentre os antimicrobianos de origem natural mais promissores que tem sido 
pesquisados podemos citar os óleos essenciais extraídos de plantas (ZHANG et al., 
2016; EVRENDILEK, 2015; CHEN et al., 2016; LUÍS et al., 2016; SIROLI et al., 
2015). Estes compostos possuem potencial antioxidante e antimicrobiano e vários 
estudos têm descrito seu potencial para aumentar a vida de prateleira dos produtos 
sem potenciais riscos para o consumidor ou interferência nas características naturais 
do alimento (TAJKARIMI et al., 2010; SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA- 
NOVALES, 2012). 
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O óleo essencial de manjericão (Ocimum basilicum L.) é reconhecido como 
seguro (GRAS), pois já faz parte da dieta humana desde a antiguidade (FDA, 2016). 
Além da conservação de alimentos, o manjericão também apresenta várias outras 
aplicações como: uso medicinal, condimentar, ornamental, além de ser utilizado pela 
indústria de alimentos como aromatizante (AL ABBASY et al., 2015). O manjericão 
pode ser encontrado facilmente em várias regiões do mundo e possui grande valor 
econômico devido à sua vasta aplicabilidade (AQUINO et al., 2010; KHAN et al., 
2015). 
No presente trabalho, a atividade antimicrobiana do óleo essencial de sete 
cultivares de manjericão (Ocimum basilicum L.), foi testada frente a bactérias 
patogênicas e deterioradoras de alimentos, sendo elas: Salmonella thyphimurium, 
Escherichia coli, Enterobacter sakazakii, Staphylococcus aureus, Bacilus cereus e 
Listeria monocytogenes. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo geral 
 
 
• Avaliar a atividade antimicrobiana do óleo essencial de cultivares da 
espécie Ocimum basilicum L. contra bactérias patogênicas e 
deterioradoras relacionadas a alimentos.
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 
• Analisar o espectro de atividade do óleo essencial contra bactérias 
patogênicas e deterioradoras relacionadas a alimentos;
• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e dose bactericida 
mínima (DBM) do óleo essencial dos cultivares para as bactérias em 
estudo;
• Verificar o efeito do óleo no crescimento dos microrganismos.
13 
 
 
 
 
3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
3.1 Plantas aromáticas 
 
 
As plantas aromáticas, também conhecidas como plantas medicinais que 
produzem compostos bioativos, geralmente essências, têm aromas característicos 
capazes de impactar o olfato de forma positiva sendo extensamente distribuídas por 
todo o mundo e utilizadas por diversas sociedades e etnias, como condimentos, 
especiarias, antiespasmódico, anti-inflamatório, antimicrobiano, molhos, 
aromatizante, dentre outros fins, através dos saberes populares que são passados 
de geração em geração, constituindo a etnobotânica (RODRIGUES et al, 2006; 
CORREA JÚNIOR et al.,1994; CUNHA et al., 2009). 
A partir destes usos, têm-se desenvolvido várias pesquisas com estas plantas 
para a comprovação científica de sua eficiência, com muito interesse pelas 
farmácias de manipulação e indústrias alimentícias, evidenciando um mercado 
favorável (AL ABBASY et al., 2015; HOMMA, 2012). Segundo BRAGA (2011) em um 
dos herbários mais antigos do mundo localizado no Egito há a descrição de 125 
plantas medicinais e 811 receitas utilizadas pelos egípcios. Por mais que seu uso 
seja feito há muito tempo pelas diversas sociedades do mundo, deve-se ter o devido 
cuidado para que não sejam tóxicas ao invés de terapêuticas (DELATORE, 2010). 
Além do benefício medicinal, as plantas aromáticas são fundamentais para a 
economia mundial, movimentando bilhões de dólares em países desenvolvidos e em 
desenvolvimento (SKELLY, 1996). Segundo GUERRA e NODARI (2003) dos US$ 8 
bilhões de lucro da indústria farmacêutica nacional, 25% resultam de medicamentos 
produzidos a partir das plantas medicinais. Diante da sua notória importância, após a 
década de 80, surgem resoluções, portarias e relatórios. A Portaria nº 212/1981 do 
Ministério da Saúde, aborda no seu item 2.4.3, o estudo das plantas medicinais uma 
das prioridades da investigação clínica; O Programa de Pesquisa de Plantas 
Medicinais na Central de Medicamentos do Ministério da Saúde, em 1982, delineou 
a relevância terapêutica utilizando-se de plantas medicinais com embasamento 
científico. 
No Brasil, detentor da maior diversidade genética vegetal do mundo, há várias 
famílias botânicas, e as que mais incidem na Amazônia são: Rutaceae, 
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Burseraceae, Anacardiaceae, Scrophulariaceae, Verbenaceae, Lamiaceae, 
Euphorbiaceae, dentre outras, evidenciando a grande importância de cada uma, que 
é utilizada há muito tempo pelos índios no ritual de aromaterapia, alimentação. 
(BARATA, 2012; MAIA & ANDRADE, 2009). 
A Murraya paniculata (murta-de-cheiro), foi introduzida no Brasil e é 
originalmente nativa da Índia, pertencente à família Rutaceae. Pode ser encontrada 
como ornamentação nos Jardins de São Paulo, e em países da Ásia e na China é 
utilizada medicinalmente para problemas medicinais. De acordo com MESQUITA et 
al., 2008, do ponto de vista da composição química, esta planta concentra 
principalmente flavonóides, alcaloides, derivados do ácido cinâmico, cumarinas, 
porém, na separação cromatográfica de extratos da sua folha, foi possível observar 
pela primeira vez neste gênero, 24-metileno-cicloartan-3β-ol e cafeato de metila 
como substâncias isoladas, e somente a cumarina apresentou atividade 
antimicrobiana frente à Staphylococcus aureus e Escherichia coli. 
Outro exemplo bem conhecido de planta aromática é a Curcuma longa L., 
pertencente à Família Zingiberaceae, popularmente conhecida como açafrão da 
Índia, açafrão-da-terra, dentre outros, a depender da região geográfica em análise. 
Nativa do sudeste da Ásia foi introduzida no Brasil e pode ser encontrada em vários 
estados. É muito relatada na literatura com seu uso principal sendo como tempero, 
mas também há propriedades medicinais como estomáquico, expectorante, 
estimulante, anti-inflamatório, anti-helmíntico e dermatológico (CECILIO FILHO et al., 
2000). 
A família Lamiaceae, incluída na Ordem Lamiales, é constituída por 
aproximadamente 200 gêneros possuindo inúmeras espécies conhecidas pelo uso 
condimentar, antimicrobiano, antifúngico, analgésico, digestivo, entre outros (LIMA et 
al., 2013; DUARTE, 2006; LACHOWICZ et al., 1998). A espécie Ocimum basilicum 
L., conhecida popularmente como Manjericão, apresenta várias aplicações como as 
citadas acima, mas também como fungicida, acaricida, e é bastante utilizada como 
aromatizante (YÁ NEZ et al., 2014; AL ABBASYet al.,  2015; DA SILVA  et al.,  
2009). 
Os países desenvolvidos são os maiores produtores de drogas e remédios à 
base de plantas medicinais e aromáticas, sendo um mercado promissor e que gera 
muito lucro às indústrias farmacêuticas. ROOSTA, MOGHADDASI e HOSSEINI 
(2017) calcularam alguns índices para inferir quais os países mais competidores e 
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importadores de plantas aromáticas e medicinais (PAM) de 2000 a 2014. Eles 
puderam observar que nenhum país atua sem a participação de outros países e que 
dentre os 28 países analisados, a China e os EUA possuem a maior parcela de 
importância, com enorme destaque de mercados-alvo. 
 
 
3.1.1 Composição das plantas aromáticas e medicinais. 
 
 
As plantas produzem várias substâncias essenciais para o seu 
estabelecimento. Os metabólitos primários (aminoácidos, nucleotídeos, açúcares e 
lipídeos) estão diretamente relacionados com o crescimento, desenvolvimento e 
reprodução, referentes à fotossíntese, transporte de nutrientes, respiração, 
fotorrespiração, crescimento celular, dentre outros, fundamentais para todas as 
plantas (GARCIA e CARRIL, 2009); Os metabólitos secundários, não são produzidos 
por todas as plantas e são constituídos por substâncias bioativas, ou seja, possuem 
ação no organismo, estão relacionados com respostas a estímulos ambientais, como 
repelente contra o ataque de herbívoros, proteção contra raios ultravioleta, 
mecanismo de alelopatia impedindo a competição de nicho por outras plantas, 
contra microrganismos e outros patógenos (GARCIA E CARRIL, 2009). 
Processos envolvidos no metabolismo primário estão inter-relacionados com  
o metabolismo secundário (Figura 1), servindo como base para a produção de 
compostos, como: fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides, terpenos e esteroides 
(GARCIA e CARRIL, 2009). 
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Figura 1. Elementos do metabolismo primário e a inter-relação com o metabolismo secundário. 
Adaptado de GARCIA e CARRIL, 2009. 
 
Os metabólitos secundários foram descritos inicialmente, em Biologia, por 
KOSSEL 1891 apud FUMAGALI et al., 2008, definindo-os como contrários aos 
metabólitos primários, pois estão em pequena quantidade e em órgãos, como as 
folhas, ou células típicas das plantas. As moléculas principais são os compostos 
fenólicos, alcaloides e compostos terpênicos. Segundo FUMAGALI et al., 2008, os 
compostos fenólicos estão relacionados com a produção de lignina, fundamental 
para as plantas superiores, possuindo coloração e cheiro agradáveis tanto para os 
seres humanos quanto para possíveis polinizadores, atraídos inicialmente pela cor. 
Os compostos fenólicos (cumarinas, flavonoides, lignina e taninos), são 
caracterizados por apresentarem o fenol em sua constituição, ou seja, um anel 
aromático ligado a uma hidroxila (OH), indo desde moléculas mais simples, como os 
ácidos fenólicos, até as mais complexas como a lignina e os taninos. A grande 
maioria destes compostos é derivada do aminoácido aromático fenilalanina (GARCIA 
e CARRIL, 2009). De acordo com a literatura, as cumarinas atuam como 
antimicrobianos e inibidores da germinação de plântulas (FIGUEIREDO et al., 2009). 
É de grande importância saber a constituição das plantas aromáticas, visto que seu 
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uso é muito vasto, desde o uso medicinal em sociedades diversas, bem como pela 
indústria de alimentos, farmacêuticas, entre outras. De acordo com uma revisão feita 
por COSTA et al., 2015, eles enumeraram vários compostos fenólicos – Luteolina, 
Ácido gálico, Ácido clorogênico– , propriedades físicas e químicas, o tipo de 
composto utilizado para extração destes compostos e evidencia que o melhor 
solvente em extração de compostos fenólicos em Thymus vulgaris (tomilho) e Salvia 
officinalis (sálvia) é o metanol. Saber a composição e o melhor método de extração é 
fundamental e influencia na quantidade e frequência extraída de plantas aromáticas. 
Os alcaloides possuem como características marcantes serem solúveis em 
água, no mínimo um átomo de Nitrogênio na molécula e apresentarem atividade 
biológica, estando presentes em aproximadamente 20% das plantas  superiores. 
Eles interagem com os neurotransmissores, gerando respostas fisiológicas e 
psicológicas em seres humanos. Um dos alcaloides pioneiros a ser descoberto foi o 
Ópio obtido de extrato de Papaver somniferon, constituído por vários outros 
alcaloides, a exemplo da Morfina e Codeína, extensamente utilizadas em 
tratamentos (GARCIA e CARRIL, 2009; DINIS-OLIVEIRA 2014). 
Os compostos terpênicos são o grupo mais significativo em números, sendo 
constituído tanto por metabólitos primários (essenciais para o crescimento e 
sobrevivência da planta) quanto por metabólitos secundários. A exemplo de 
metabólitos primários pode-se citar os fito hormônios (giberelina, ácido abscísico e 
citoquininas), carotenoides, e clorofilas. Todos derivam de unidades de isopreno 
(cinco átomos de Carbono), geralmente são insolúveis em água e podem ser 
classificados em (GARCIA e CARRIL, 2009): 
• Monoterpenos: são terpenos de 10 Carbonos, possuem duas unidades de 
isopreno; 
• Sesquiterpenos: são terpenos de 15 Carbonos, possuem três unidades de 
isopreno; 
• Diterpenos: são terpenos de 20 Carbonos, possuem quatro unidades de 
isopreno; 
• Triterpenos: são terpenos de 30 Carbonos; 
• Tetraterpenos: são terpenos de 40 Carbonos; 
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• Politerpenos: são terpenos que contém mais de oito unidades de isopreno, ou 
seja, acima de 40 Carbonos. 
Com relação aos metabólitos secundários, podemos citar os óleos essenciais, 
produzidos por plantas aromáticas e medicinais, que são responsáveis pelo aroma 
característico de cada espécie e geralmente são classificados como monoterpenos. 
(GARCIA e CARRIL, 2009). 
 
 
3.2 Fatores que influenciam no conteúdo de metabólitos secundários. 
 
 
As plantas como um todo, precisam de condições mínimas para que possam 
executar suas funções fisiológicas e metabólicas. Além dos micronutrientes, 
requeridos em menor quantidade, e dos macronutrientes, requeridos em maior 
quantidade pelas plantas, há vários fatores que podem influenciar na quantidade de 
metabólitos produzidos (KIRKBY e RÖMHELD, 2007). Há outros fatores abióticos 
que também podem influenciar nas concentrações de metabólitos secundários, 
como sazonalidade, ciclo circadiano, desenvolvimento e idade da planta, 
temperatura, disponibilidade hídrica, luminosidade (GOUVEA et al., 2012; GOBBO- 
NETO e LOPES, 2007; MORAIS, 2009). 
 
 
3.2.1.1 Sazonalidade, ciclo circadiano e desenvolvimento. 
 
 
A sazonalidade está relacionada com características temporárias típicas de 
cada estação do ano, como o clima, precipitação, incidência de raios solares, dentre 
outros. Vários estudos relatam que a época em que estes metabólitos, a exemplo 
dos óleos essenciais, flavonóides, ácidos fenólicos, alcaloides, taninos, dentre 
outros, são coletados, pode interferir na composição e quantidade destes 
metabólitos (MORAIS, 2009; GOBBO-NETO e LOPES 2007). 
De acordo com o estudo de PÉREZ et al., 2004, que estudou 10 populações 
de Digitalis obscura, conhecida popularmente como Dedaleira, pôde inferir que a 
concentração de cardenolídeos variou no tempo das estações do ano como uma 
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resposta ambiental da planta, onde houve menor quantidade encontrada na 
primavera, acumulação maior no verão, diminuição no outono e estagnação no 
inverno. 
Além disso, há vários estudos relatando que os metabólitos secundários como 
os óleos essenciais podem variar a concentração de seus componentes a depender 
do horário. Estudo feito com folhas de Myrcia salzmannii Berg. coletadas em meses 
variados de 2001 a 2003, demonstrou que houve variação qualiquantitativa na 
composição do óleo essencial, em que o β-cariofileno, principal constituinte do óleo 
em análise, em Fevereiro de 2001 correspondia a 41,5% e em Outubro do mesmo 
ano esteve na concentração de 24,1% (CERQUEIRA et al., 2009). 
Estas variações geralmente estão relacionadas ao estresse ambiental, visto 
que cada época do ano apresenta características típicas. BRANT et al. (2008) 
observaram que a taxa de óleo essencial de folhas secas de Aloysia triphylla (L’Hér.) 
Britton foram estatisticamente diferentes, e o mês de Abril de 2004 obteve a maior 
quantidade. Tais características são notáveis por conta das necessidades 
emergenciais da planta. A depender das condições, as plantas podem direcionar a 
economia energética armazenada para o metabolismo primário, visto que estes são 
essenciais para elas (TAIZ e ZEIGER, 2004). 
Estes fatores além de ser analisados isoladamente na produção variável de 
metabólitos secundários, também podem ser vistos em conjunto, como sazonalidade 
e desenvolvimento, ciclo circadiano e disponibilidade hídrica. Tecidos jovens das 
plantas possuem alta atividade para produção de compostos, e por isso, a idade e o 
desenvolvimento da planta podem influenciar na quantidade produzida e proporção 
dos compostos analisados (MORAIS, 2009). 
DE OLIVEIRA et al., 2015, verificaram que na espécie Mentha x piperita var. 
citrata há influência da idade da planta e quantidade de metabólitos secundários. Na 
idade juvenil, apresentou quantidades baixas de óleos essenciais, e quando a planta 
já estava na fase de senescência, os níveis foram os menores registrados, 
evidenciando a redução dos processos biossintéticos. 
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3.2.1.2 Temperatura 
 
 
Outra importante variável que influencia o estabelecimento e crescimento das 
plantas é a temperatura, tanto do ar como a do solo. Temperaturas que vão desde o 
frio extremo até o calor máximo podem desencadear respostas diferentes nas 
plantas, como forma de manterem-se em equilíbrio. Temperaturas altas agem 
diretamente sobre a abertura estomática, ficam fechados por mais tempo para evitar 
a perda de água (transpiração), e impacta negativamente a fotossíntese, essencial 
para o crescimento normal da planta (VERMA e SHUKLA, 2015). 
A maioria das plantas possui adaptações através da Evolução para se 
estabelecerem no ambiente. Há vários gradientes de distribuição, e um dos mais 
amplamente conhecidos é de acordo com a latitude, em que as maiores possuem 
uma menor riqueza de espécies devido a limitação de recursos e temperaturas muito 
baixas. De acordo com CHINNUSAMY e ZHU, 2007 temperaturas mínimas, abaixo 
de 20ºC, dificultam a absorção de água e nutrientes, interfere na fluidez da 
membrana plasmática, diminui as reações bioquímicas, a estrutura tridimensional 
das proteínas e ocorre, indiretamente, reprogramação da expressão de genes. 
 
 
3.2.1.3 Disponibilidade hídrica 
 
 
As plantas, assim como todos os seres vivos, necessitam de água para o seu 
crescimento e desenvolvimento. Ela participa de todas as reações fisiológicas e sua 
diminuição pode acarretar na redução do tamanho total, menores números de  
folhas, floração atrasada, amadurecimento reprodutivo tardio, influencia diretamente 
na fotossíntese por conta da abertura estomática limitada, entre outros (MORAIS, 
2009; GOBBO-NETO e LOPES,2007). 
Vários aspectos que possam afetar processos que envolvam o metabolismo 
primário – crescimento, fotossíntese – afetam direta ou indiretamente a produção de 
metabólitos secundários. A água, sendo uma molécula fundamental à vida e ao 
conjunto de transformações químicas das plantas, acredita-se que locais com maior 
teor de umidade favoreça uma maior produção de metabólitos secundários, mas às 
vezes este não é o observado (MORAIS, 2009; BORTOLOet al., 2008). De acordo 
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com BORTOLO et al., 2008, o excesso de água gerou efeitos negativos na produção 
de princípios ativos, e aquelas que tiveram estresse hídrico em algumas fases de 
cultura, forneceram maiores quantidades de substâncias do metabolismo 
secundário, possibilitando defesas contra patógenos para a planta. 
Um estudo feito com Melaleuca alternifólia Cheel, com diferentes tratamentos 
de irrigação, observou-se que as plantas do Tratamento 2 (irrigação diária de 1L de 
água) ocasionou o maior crescimento em altura da planta quando comparado ao 
tratamento 1 (irrigação diária de 0,5L de água). Atrelado a isto, observou-se também 
que as plantas que apresentaram maiores tamanhos em altura e de ramos 
(Tratamento 2) também produziram maiores quantidades de óleo essencial. As 
plantas com maior estresse hídrico (Tratamento 1) obtiveram a menor quantidade de 
óleo essencial devido à redução de biomassa seca, mas não influenciando na 
composição final do óleo (SILVA et al.,2002). 
 
 
3.2.1.4 Nutrientes 
 
Grande parte dos elementos indispensáveis para as plantas, como os 
macronutrientes e micronutrientes, advém dos minerais presentes em rochas, com 
exceção do Nitrogênio, a partir disto, o estudo da nutrição das plantas é conhecido 
como nutrição mineral (COSTA, 2014). Um breve histórico, nos mostra que a 
agricultura surgiu há muito tempo às margens dos rios, quando os homens deixam 
os hábitos nômades para se tornarem sedentários, pois eram locais com grande 
disponibilidade de água (FABER, 2013). 
Os macronutrientes são assim denominados por serem requeridos em 
maiores concentrações de matéria seca pela planta [g×Kg-1]. Também são 
conhecidos como elementos essenciais, pois são componentes intrínsecos para 
reações que ocorrem na planta, e sua ausência gera anormalidades em etapas do 
metabolismo primário, são eles o Nitrogênio (N), Potássio (K), Cálcio (Ca), Magnésio 
(Mg), Fósforo (P) e Enxofre (S) (SALISBURY e ROSS,1992 apud COSTA, 2014). 
Os micronutrientes, por sua vez, são requeridos em menores concentrações 
de matéria seca pela planta [mg×Kg-1], são eles Níquel (Ni), Cloro (Cl), Boro (B), 
Ferro (Fe), Manganês (Mn), Zinco (Zn), Cobre (Cu) e Molibdênio (Mb) (SALISBURY 
e ROSS,1992 apud COSTA, 2014). O crescimento da planta, portanto, deve 
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obedecer a Lei do Mínimo de Sprengel-Liebig (1855), que diz que o crescimento da 
planta é restringido ao elemento que se encontra menos abundante entre todos os 
elementos necessários no solo (FRANCO et al., 2008). 
Visto a grande notabilidade dos macro e micronutrientes para a planta, 
alterações em suas quantidades afetam não somente o metabolismo primário, mas 
também o metabolismo secundário. Estudos mostram que plantas pobres em 
nutrientes apresentam maior quantidade de metabólicos secundários, a exemplo dos 
compostos fenólicos (DUSTIN, 1992), mas esta hipótese de relação não foi 
absolutamente corroborada. O Nitrogênio, elemento requerido em maior quantidade 
dentre os macronutrientes, a sua maior disponibilidade no solo aumenta a produção 
de metabólitos como alcaloides e glicosídeos (HÖFT, VERPOORTE, e BECK, 1996). 
 
 
3.3 Óleos essenciais 
 
 
O uso de plantas medicinais e dos seus óleos essenciais acompanha a 
história da humanidade, sendo utilizado ao longo da história para diversos fins, como 
para a alimentação, perfumaria e tratamento terapêutico (FRANZ, 2010; LUBIAN et 
al., 2010). Atualmente são de grande importância na síntese de cosméticos e para a 
indústria farmacêutica e alimentícia, surgindo também como alternativa à 
substituição de produtos sintéticos artificiais (PORTO, 2010; OKOH et al., 2010). 
Os óleos essenciais são compostos orgânicos e voláteis, extraídos de várias 
plantas aromáticas, correspondendo a metabólitos secundários que não estão 
diretamente associados ao crescimento e desenvolvimento da planta. São 
constituídos por vários elementos, em grande parte por terpenos, substâncias 
voláteis, geralmente apresentando aparência oleosa em temperatura ambiente (DE 
MORAIS, 2009). Os terpenos apresentam uma ampla gama de propriedades 
biológicas, incluindo ação antimicrobiana, fungicida, antiviral, anti-hiperglicêmica, 
anti-inflamatória e atividade antiparasitária (PADUCH et al, 2007; BAJPAI et al., 
2008; FENG et al., 2008). Grande parte dos óleos essenciais - estando eles contidos 
em inflorescências, flores, folhas, raízes, rizomas, frutos, sementes ou caules - pode 
ser obtida através das técnicas de hidrodestilação, destilação a vapor, agitação 
sólido-líquido, extração de fluido pressurizado, extração ultrassônica (COSTA et al., 
2015). 
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A composição química dos óleos essenciais pode variar de acordo com a 
cultivar e fatores ambientais, no entanto normalmente estão presentes compostos 
como: linalol, 1,8 cineol e eugenol (AQUINO et al., 2010; BARCELOS et al., 2013). 
Segundo GOBBO-NETO & LOPES (2007), alguns compostos majoritários podem ter 
seu acúmulo alterado em função do ritmo circadiano, ou seja, variações que ocorrem 
ao longo do dia. Segundo SOARES et. al. (2007), os óleos essenciais e o Linalol de 
Ocimum basilicum L. também sofrem influências devido à temperatura e velocidade 
de secagem das folhas. 
Vários estudos comprovam que os óleos essenciais apresentam ação 
antioxidante, anti-inflamatória, analgésica, anticancerígena e antimicrobiana contra 
patógenos de origem alimentar (WANNES et al., 2010; MENDES et al., 2010; 
VALERIANO et al., 2012; DRA et al., 2017).Segundo OLIVEIRA et al. (2016), a 
atividade antimicrobiana dos óleos essenciais deve-se, principalmente, ao dano 
causado à integridade da membrana da bactéria por conta dos componentes 
lipofílicos do óleo, afetando a manutenção do pH intracelular, ocasionando 
desequilíbrio para a célula bacteriana. Esses autores ainda ressaltam que a 
probabilidade dos microrganismos sensíveis desenvolverem resistência aos óleos 
essenciais é rara. 
Um dos fatores que contribui para o interesse no estudo dos óleos essenciais 
como agentes antimicrobianos está relacionado ao surgimento de várias estirpes 
patogênicas resistentes aos antibióticos convencionais e também pela necessidade 
em restringir o uso de conservantes químicos sintéticos em alimentos devido ao seu 
potencial carcinogênico (RAUHA et al., 2000; VALERIANO et al., 2012). 
CARVALHO et al., 2017, estudando o efeito do óleo essencial de Lippia alba 
(Mill) NE Brown, e seus principais constituintes - citral e limoneno – no músculo liso 
traqueal de ratos com massa corpórea de aproximadamente 200-300 gramas na 
Universidade Federal do Ceará, puderam observar que houve o relaxamento do 
músculo liso e que há efeito antiespasmódico gerado pelo citral, componente 
encontrado em maior quantidade no óleo estudado. 
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3.4 Óleo essencial de Ocimum basilicum L. 
 
 
A planta Ocimum basilicum L. é pertencente à família Lamiaceae, sendo 
cosmopolita e encontrada em diversos locais do mundo, também com vasta 
distribuição pelo país. Esta família tem como característica a presença de espécies 
que possuem fins medicinais, aromáticos, condimentares, alimentícios, dentre 
outros. Os óleos essenciais encontrados em plantas aromáticas são, em sua grande 
maioria, compostos por derivados de terpenos resultantes do metabolismo 
secundário (COUTINHO et al., 2015). AQUINO et al., 2010, analisaram a 
composição química de Ocimum basilicum L., através de cromatógrafo a gás 
acoplado ao espectrômetro de massa, e identificaram 13 compostos, sendo os mais 
abundantes o Linalol (71,88%) e Geraniol (13,66%). Como visto em vários trabalhos, 
o composto majoritário encontrado em grande quantidade no óleo essencial de 
Ocimum basilicum L. é o Linalol (NETO et al,2017; SAKKAS,2017; AQUINO et al, 
2010). 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estrutura química do A)Linalol e B) Geraniol. 
 
 
 
O Linalol (Figura 2.A) é um álcool, monoterpeno e uma revisão da literatura 
feita de 2000 a 2014 (CAMARGO; DE VASCONCELOS, 2015) enumera seus efeitos 
biológicos, tais como: sedação e anestesia em peixes, efeito antimicrobiano, controle 
de vetores da Malária, anti-inflamatório, analgésico, entre outros. ALVIANO et al., 
2005, mostrou que o Linalol inibiu todos os microrganismos de saliva humana que 
tinham sido inibidos também pela clorexidina, possuindo efeito antifúngico contra a 
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candidíase e no crescimento micelial de Trichophyton rubrum (DE OLIVEIRA LIMA 
et al., 2017). SOKOVIÉ et al 2010, avaliou o efeito inibitório mais satisfatório contra 
bactérias Gram-positivo do que as Gram-negativo. 
O Geraniol (Figura 2.B) é um álcool, monoterpeno, acíclico e possui atividade 
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli. Por ser hidrofóbico, 
adere aos lipídios da membrana celular destruindo as estruturas e tornando-as 
permeáveis, permitindo a sua entrada na célula bacteriana (COUTINHO et al., 2015; 
YUE et al., 2017). SHARMA, 2016, demonstrou ainda que possui atividade 
antifúngica contra Candida albicans interrompendo a integridade da membrana 
celular, interferindo na síntese de ergosterol e inibindo a PM-ATPase. 
Vários estudos têm demonstrado aplicação do óleo essencial de Ocimum 
basilicum L.. SOUZA, 2017, demonstrou a utilização eficaz do óleo essencial de 
Ocimum basilicum L. e Cymbopogum flexuosus como anestésico e sedativo em 
juvenis de Tilápia do Nilo, como forma de facilitar o transporte e reduzir a 
manipulação e a aparição de doenças. O composto encontrado em maior  
quantidade no óleo de Ocimum basilicum L. foi o Linalol (53,35%) e no 
Cymbopogum flexuosus foi o Geraniol (50,13%). RODRIGUES et al, 2017, 
observaram que o óleo essencial de Ocimum basilicum L. possui ação contra 
inflamação aguda e crônica em camundongos, impedindo a formação de edemas, 
podendo ser utilizado em sinergia com β-ciclodextrina (β-CD) na fabricação de 
fármacos anti-inflamatórios. 
Alguns estudos também têm testado o óleo do manjericão em alimentos. 
LACHOWICZ et al., 1998, utilizou 5 variedades em suco de tomate, possuindo efeito 
positivo contra bactérias Gram-positivo (Bacillus sp., Staphylococcus sp., 
Micrococcus sp., Sarcina sp., Lactobacillus sp.) e bactérias Gram-negativo 
(Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Escherichia coli e Salmonella sp.), 
evidenciando o Linalol e metil-chavicol como essenciais na atividade antimicrobiana. 
A utilização destes óleos em alimentos contra bactérias patogênicas e 
deterioradoras de alimentos é de grande importância, por possuírem atividade 
inibitória, podendo substituir os aditivos químicos que causam efeitos colaterais 
(SOLÓRZANO, 2012; LACHOWICZ et al., 1998; BARBOSA et al., 2015). 
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Mais recentemente, OZDIKMENLI e DEMIREL (2016), testaram o óleo 
essencial de Ocimum basilicum L. contra linhagens de Salmonella sp. em carne 
moída. O óleo essencial foi testado nas concentrações de 20 µg/mg e 10 µg/mg e 
nas duas condições o número de células viáveis diminuiu consideravelmente. 
Entretanto, na concentração maior houve alteração nas características 
organolépticas do produto. Alguns trabalhos também têm testado o uso do óleo de 
Ocimum basilicum L. como componente de filmes comestíveis ou biodegradáveis 
para o acondicionamento de alimentos (SUPPAKUL et al., 2003; RIVEROS et al., 
2016). 
 
 
3.5 Patógenos em alimentos 
 
 
Com a criação e produção de alimentos preparados, começa a aparição de 
transmissão de doenças ocasionadas por microrganismos, muitas vezes ocasionada 
pela manipulação incorreta. Há doenças que só podem ser contraídas através da 
ingestão de alimentos contaminados, como o botulismo e a intoxicação 
estafilocócica (JAY, 2005). As doenças transmitidas por alimentos (DTA), doenças 
veiculadas por alimentos (DVA) ou toxinfecções são assim classificadas quando 
várias pessoas ingerem alimentos contaminados por microrganismos ou toxinas 
produzidas por estes e que apresentam sintomas semelhantes, mas há ainda as que 
necessitam apenas de um caso notificado para ser categorizada como DTA, a 
exemplo da Escherichia coli e Clostridium botulinum (OLIVEIRA et al., 2010). 
Uma das características das DTA é que grande parte dos alimentos ingeridos 
que as ocasionam estão com cor, cheiro e aparência agradáveis, pois os 
consumidores acreditam que se trata de alimentos próprios para o consumo. Um 
estudo feito utilizando análise de reação em cadeia polimerase (PCR) com amostras 
de carne bovina, de ovelhas e de frango processadas, mostrou a presença de 
Clostridium perfrigens, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus em 79%, 
86% e 94%, respectivamente. Em amostras de carne também foram encontradas E. 
coli e Salmonella entérica nas concentrações respectivas de 90% e 91% (AKYOL, 
2018). 
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Grande parte das DTA são propagada através da via fecal-oral, com exceção 
das micotoxinas, toxinas botulínicas e do fitoplâncton. Geralmente, essa transmissão 
é feita a partir de manipuladores de alimentos, que não fazem a devida higienização 
satisfatória, a seguir podemos observar a rota de contaminação fecal-oral (Figura 3.) 
segundo JAY, 2005. Isto é ainda mais alarmante em países subdesenvolvidos, como 
países da África. PAUDYAL et al., 2017, estudaram quais os patógenos mais 
encontrados nos alimentos em sete países da África (Gana, Benin, Sudão, Uganda, 
Botswana, Nigéria e Quênia) entre 2000 e 2015 e constataram a grande presença 
em alimentos crus e preparados e obtiveram como resultado a ocorrência de 
Enterobacter sp., E. coli (maior frequência : 37,6% em alimentos crus), Salmonella 
sp., S. aureus e Listeria monocytogenes. 
 
 
Figura 3. Rota fecal-oral na transmissão de patógenos. Adaptado de: JAY, 2005. 
 
 
 
Atrelado a isto, surge a necessidade de maior fiscalização, higiene e 
segurança, tanto em alimentos crus como em preparados. A mudança no estilo de 
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vida mostra que cada vez mais as pessoas estão adotando hábitos alimentares mais 
saudáveis, como os alimentos crus (PINU, 2016). Em relação a este assunto, a 
Resolução CONAMA nº 20 de 1986, expõe as classes da água com sua devida 
destinação. As classes relacionadas à frutas e hortaliças estão dispostas no tópico 
água doce, classes 1 e 2. A classe 1 aborda a utilização desta água para irrigação 
de hortaliças que são consumidas cruas e frutas que se desenvolvem próximas ao 
solo, sendo ingeridas cruas sem retirada do epicarpo (casca). A classe 2 fala sobre a 
necessidade de irrigação de plantas frutíferas e hortaliças com água potável 
(CONAMA, 1986). 
Devido ao grande risco de contaminação através dos alimentos, e a grande 
resistência de bactérias a antibióticos, surge a necessidade e interesse da adição de 
agentes antimicrobianos naturais em alimentos, como forma de mitigar os casos de 
DTA e manter a segurança microbiológica e aumentar o tempo de prateleira do 
alimento (ATARÉS, CHIRALT, 2016). KING; KANG, 2017, testaram a combinação 
do aquecimento óhmico com vários componentes de óleo essencial para inativar 
patógenos transmitidos por água de peptona tamponada e salsa. Eles utilizaram o 
citral, carvona eugenol e timol em sinergismo com o aquecimento, e observaram que 
o melhor rendimento de efeito bactericida foi com o citral em E. coli, S. typhimurium 
e L. monocytogenes. 
De acordo com a comprovação da atividade antimicrobiana de óleos 
essenciais, o número de pesquisas na área só aumenta, expondo a grande 
importância no ramo. Uma revisão feita em 2006 mostra a quantidade de pesquisas 
feitas ao redor do mundo (Figura 4) e por região (Figura 5) para investigar 
compostos ativos antimicrobianos presentes em plantas aromáticas (DUARTE, 
2006). 
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Figura 4. Publicações ao redor do mundo sobre atividade antimicrobiana de produtos 
naturais. Fonte: DUARTE, 2006. 
 
 
 
 
Figura 5. Publicações por região. NA= América do Norte; LA= América Latina, Brasil em 
branco; AF= África; EU= Europa; AS=Ásia; OC= Oceania. Fonte: DUARTE, 2006. 
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3.6 Utilização de óleos essenciais como conservante natural em alimentos 
 
 
Em virtude das suas propriedades antimicrobianas, os óleos essenciais têm 
sido pesquisados para a conservação de diversos alimentos. Essas substâncias 
naturalmente encontradas na natureza não só preservam as propriedades 
organolépticas do produto, como também asseguram a qualidade microbiológica do 
mesmo, aumentando, assim, sua segurança e vida de prateleira (TRAJANO et 
al.,2009). As vantagens da utilização dos óleos essenciais na conservação de 
alimentos são: atividade antimicrobiana contra várias bactérias patogênicas 
encontradas em alimentos (BERTINI et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2007; 
AQUINO et al., 2010); compostos naturais encontrados em plantas com ampla 
distribuição nacional (TRAJANO et al., 2009); dificilmente ocorrerá a seleção de 
linhagens resistentes (OLIVEIRA et. al., 2016). 
Vários estudos têm demonstrado o potencial de óleos essenciais na 
conservação de alimentos. MENDONÇA, 2005, demonstrou a ação antimicrobiana 
dos óleos essenciais extraídos de cravo da Índia, manjericão e orégano contra 
Staphylococcus aureus em queijo ricota. ESPINA et al., 2012, propôs a utilização de 
um procedimento combinado entre um tratamento térmico brando e óleos essenciais 
para a preservação de sucos de frutas, o que resultou na diminuição nos custos de 
produção e aumento da qualidade nutricional e sensorial do produto. Em um estudo 
realizado por SOUZA et al., 2013a, aplicação de óleos essenciais de Origanum 
vulgare L. e Rosmarinus officinalis L. contra Pseudomonas fluorescens em caldo de 
legumes, resultou na perda de viabilidade das células. O óleo causou ruptura da 
membrana citoplasmática levando, assim, à perda de substâncias intracelulares e 
encolhimento celular e, consequentemente, morte celular, demonstrando a eficácia 
citotóxica contra tais patógenos. 
Dentre as alternativas para a aplicação do óleo essencial em alimentos estão 
o uso em embalagens ativas e encapsulados em polímeros de revestimentos 
comestíveis e biodegradáveis que proporcionam uma liberação lenta para a 
superfície do alimento (SÁNCHEZ-GONZÁLEZ et al., 2011). Outra recomendação 
envolve o encapsulamento dos óleos essenciais em nanoemulsões aumentando a 
estabilidade dos componentes voláteis, protegendo da interação com a matriz do 
31 
 
 
 
 
alimento e aumentando a atividade antimicrobiana devido ao aumento da absorção 
celular passiva (DONSÍ et al., 2011). 
O emprego de óleos essenciais associados a embalagens e filmes para o 
acondicionamento de alimentos tem ganhado grande destaque pelo fato de 
aumentar a vida útil dos mesmos, torná-los mais saudáveis e atrativos, já que a 
interação química com os polímeros de celulose provoca uma difusão lenta dos 
agentes antimicrobianos para a superfície dos produtos (MONTES et al., 2014; 
MATTEI et al., 2013). Vários experimentos comprovam tal utilidade, como o 
desenvolvimento de filmes à base de alginato e adicionados ao óleo essencial de 
alho exibiram atividade antimicrobiana satisfatória, assim como filmes com amido 
acetilado, gelatina e plastificante impregnados com óleos essenciais de Tetradenia 
riparia (Hochst.) Codd e Rosmarinus officinalis (MATTEI et al.,2013). 
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4 METODOLOGIA 
 
 
4.1 Material vegetal 
 
 
Nesse trabalho, foram utilizados óleos essenciais de sete cultivares da 
espécie Ocimum basilicum L. (manjericão, Figura 6) obtidos a partir das folhas 
cultivadas e oriundas da fazenda experimental “Campus Rural da UFS”, localizado 
na cidade de São Cristóvão no estado de Sergipe. 
 
 
Figura 6. Folhas da espécie Ocimum basilicum L. 
 
 
Os óleos essenciais dos sete cultivares foram extraídos e quimicamente 
caracterizados através do método de hidrodestilação de arraste a vapor, do tipo 
Clevenger (Tabela 1.) pelo laboratório de Fitotecnia do Departamento de Agronomia, 
e todos os procedimentos microbiológicos foram feitos no Laboratório de 
Bacteriologia do Departamento de Morfologia, ambos na Universidade Federal de 
Sergipe. 
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Tabela 1. Composição do óleo essencial dos cultivares utilizados neste estudo 
(PINTO, 2017). 
 
 
 
Cultivar 
   
% no óleo 
  
 1,8 Cineol Linalol Citral Geraniol Eugenol 
Dark Opal 15,42 53,96 0 0 6,58 
Genovese 8,19 49,57 0 0 29,69 
Mrs. Burns 0,79 38,52 45,32 0,27 0 
Napoletano 11,1 50,1 0 0 4,86 
Italian Large (Isla) 10,04 57,96 0 0 12,59 
Gen x Maria Bonita 4 67,07 12,8 2,05 0 
Maria Bonita 5,11 77,23 0 13,28 0 
 
 
 
4.2 Microrganismos e condições de cultivo 
 
 
Para este estudo foram utilizados microrganismos Gram-positivo e Gram- 
negativo de  grande importância na área de alimentos. Os microrganismos Gram-
positivo utilizados foram: Listeria monocytogenes ATCC 4428, Staphylococcus 
aureus ATCC 8095, Bacillus cereus ATCC 10987. Os Gram-negativo foram: 
Salmonella thyphimurium ATCC 6539 e Escherichia coli ATCC 25922 e Enterobacter 
sakazakii ATCC 29004. As bactérias L. monocytogenes, S. aureus e B.cereus foram 
cultivadas em meio BHI (BrainHertinfusion, Acumedia) e incubadas a 37ºC. 
Salmonella sp. foi cultivada em meio TSB (TryptoneSoyBroth, Merk) e E. coli em 
meio LB (Luria- Bertani). As culturas foram submetidas à coloração de Gram e à 
análise microscópica para avaliação do seu grau de pureza. Culturas puras dos 
isolados foram mantidas congeladas a -80ºC no meio de crescimento com 20% de 
glicerol. No início de cada experimento, cada cultura pura foi estriada no mesmo 
meio de crescimento acrescido de ágar na concentração de 1,5% e, posteriormente, 
ativadas em meio líquido por 12h. 
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4.3 Espectro de atividade do óleo essencial 
 
 
A atividade antimicrobiana do óleo essencial foi testada pelo método de 
difusão em ágar descrito por TAGG et al., (1976). Inicialmente foram vertidos meios 
de cultura sólido e fundido (20mL) em placas de Petri e aproximadamente 108 UFC 
dos microrganismos foram inoculados nos respectivos meios de cultura. Após 
solidificação do meio, foram feitos orifícios de aproximadamente 5 mm e um volume 
de 25µL do óleo essencial acrescido de DMSO a 10% foi adicionado aos orifícios. As 
placas foram incubadas por aproximadamente 16 horas a 4°C para difusão do óleo e 
posteriormente na temperatura de crescimento do microrganismo. Após 24 e 48 
horas de incubação foi verificada a presença ou ausência de halos de inibição ao 
redor dos orifícios. 
 
 
Figura 7. Ilustração do procedimento de difusão em ágar. 
 
 
 
4.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e dose bactericida 
mínima (DBM) do óleo essencial 
 
 
A CIM do óleo essencial para os microrganismos foi determinada pelo método de 
microdiluição seguindo as recomendações do Clinical Laboratory Standards Institute 
(CLSI, 2017). Concentrações crescentes do óleo foram acrescidas em meio líquido 
Mueller-Hilton distribuído em placas de Elisa e aproximadamente 105 UFC/mL dos 
microrganismos foram inoculados em duplicatas. As placas foram incubadas por 24h 
e foi considerada CIM a menor concentração do óleo que inibiu completamente o 
crescimento do microrganismo por 24 h. Para a determinação da DBM, todo o 
conteúdo das amostras (100 µL) em que não houve crescimento foi semeado em 
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meio sólido BHI e após 24h a presença de colônias foi analisada. A DBM foi definida 
como a menor concentração que resultou no não aparecimento de colônia em meio 
sólido. 
 
 
 
Figura 8. Ilustração do procedimento para determinação da concentração inibitória 
mínima (CIM). 
 
 
Para analisar a concentração inibitória mínima, diluições foram feitas nos 
pocinhos da placa ilustrada acima para saber até qual concentração o óleo inibia 
o crescimento da bactéria. Os valores das concentrações do óleo diluído a 10% 
de DMSO em cada poço encontram-se abaixo. 
Concentrações do óleo em cada poço da placa: 
 
B2 a G2: 125 µL/mL B7 a G7: 3,9 µL/mL 
 
B3 a G3: 62,5 µL/mL B8 a G8: 1,95 µL/mL 
 
B4 a G4: 31,25 µL/mL B9 a G9: 0,97 µL/mL 
 
B5 a G5: 15,62 µL/mL B10 a G10: 0,48 µL/mL 
 
B6 a G6: 7,81 µL/mL  B11 a G11: 0,24 µL/mL 
B12 a G12: 0.12 µL/mL 
36 
 
 
 
 
4.5 Efeito do óleo essencial no crescimento dos microrganismos 
 
 
Este teste foi realizado apenas para a bactéria S. aureus e foram utilizados os 
óleos Maria Bonita e Mrs Burns. Para testar o efeito dos óleos no crescimento de 
S. aureus, concentrações crescentes (0, 3.9, 7.81, 31.25 µL/mL) dos mesmos 
foram adicionadas ao meio BHI e o crescimento foi monitorado pela leitura da 
densidade óptica (DO) a 600nm. Foi determinada a velocidade específica de 
crescimento, a duração da fase lag e o valor máximo de DO obtido para cada 
concentração. Tratamento controle sem adição de óleo essencial também foi 
realizado. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Espectro de atividade do óleo essencial 
 
O teste de difusão em meio sólido demonstrou a formação de halo de inibição do 
óleo essencial de todos os cultivares contra todos os microrganismos testados 
(Tabela 2). Este resultado demonstra que os óleos testados apresentam um amplo 
espectro de atividade antimicrobiana, inibindo tanto bactérias Gram-positivo quanto 
Gram-negativo. Além disso, estudos paralelos também demonstraram atividade 
antifúngica destes mesmos óleos, confirmando seu amplo espectro de atividade 
antimicrobiana (PEREIRA et al., 2006). 
 
 
Tabela 2. Espectro qualitativo de atividade antibacteriana dos óleos essenciais 
de 7 cultivares de Ocimum basilicum L. 
Cultivares testados 
Presença (+) ou ausência (-) de halo de inibição 
Microrganismo Dark 
Opal 
Genovese Mrs. 
burns 
Napoletano Italian 
large 
(Isla) 
Gen x 
maria 
bonita 
Maria 
Bonita 
S. aureus + + + + + + + 
B. cereus + + + + + + + 
L. monocytogenes + + + + + + + 
E. coli + + + + + + + 
S. typhimurium + + + + + + + 
E. sakazakii + + + + + + + 
 
 
A atividade antimicrobiana está diretamente relacionada com o composto 
majoritário de cada cultivar. Quase a totalidade do óleo dos cultivares testados, com 
exceção de Mrs. Burns, possui o monoterpeno Linalol como composto majoritário. O 
possível mecanismo de ação deste álcool é com relação à desnaturação de 
proteínas e da membrana, desidratação de células vegetativas, causando dano à 
bactéria, agindo tanto em bactérias Gram-positivo quanto em Gram-negativo, 
possuindo efeito mais eficiente contra linhagens Gram-positivo (CAMARGO; DE 
VASCONCELOS, 2015). 
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No teste de difusão em ágar, a bacteriocina difunde radialmente a partir do 
orifício para o meio de cultura. Entretanto, vários fatores podem interferir na difusão 
da bacteriocina em meio sólido, e consequentemente, no tamanho do halo de 
inibição formado, como por exemplo, a quantidade de meio de cultura (OSTROSKY 
et al., 2008). Portanto, este teste inicial foi utilizado apenas para verificar qual das 
linhagens apresenta ou não sensibilidade ao óleo essencial. Para um maior 
entendimento do grau de sensibilidade das linhagens foi determinado a CIM e DBM, 
descritas no próximo tópico. 
 
 
5.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e dose bactericida 
mínima (DBM) do óleo essencial 
 
 
A concentração inibitória mínima dos óleos essenciais testados variou de 62,5 
a 0,97 µL/mL dependendo do microrganismo (Tabela 3). De uma maneira geral, os 
óleos essenciais dos cultivares Maria Bonita e da combinação entre Maria Bonita e 
Genovese, que apresentam como composto majoritário Linalol (77,23% e 67,07%, 
respectivamente), apresentaram maior eficiência frente à maioria das bactérias pois 
apresentaram menores valores de CIM. Os microrganismos que apresentaram 
menor sensibilidade (maiores valores de CIM- 62,5 µL/mL) para a maioria dos óleos 
testados foram L. monocytogenes e S. typhimurium (Tabela 3). 
Tabela 3. Concentração inibitória mínima (CIM) do óleo essencial de cada 
cultivar frente às bactérias testadas. 
Cultivar testados 
CIM (µL/mL) 
Microrganismo Dark 
opal 
Genovese Mrs. 
Burns 
Napoletano Italian 
large 
(Isla) 
Gen x 
maria 
bonita 
Maria 
Bonita 
S. aureus 62,5 62,5 31,25 15,62 31,25 15,62 15,62 
B. cereus 15,62 31,25 7,81 31,25 31,25 31,25 1,95 
L. monocytogenes 62,5 62,5 31,25 62,5 62,5 15,62 3,9 
E. coli 3,9 62,5 15,62 31,25 15,62 7,81 1,95 
S. typhimurium 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 0,97 31,25 
E. sakazakii 7,81 1,95 1,95 3,9 7,81 15,62 7,81 
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Considerando os menores valores de CIM, os óleos que apresentaram maior 
eficiência em inibir as bactérias Gram-positivo, B. cereus e L. monocytogenes foram, 
respectivamente, Mrs. Burns e Maria Bonita. Para S. aureus, os óleos Napoletano, 
GenX Maria Bonita e Maria Bonita apresentaram o mesmo efeito (CIM=15,62). 
Considerando as bactérias Gram-negativo, o Maria Bonita foi mais efetivo contra E. 
coli e a combinação entre Genovese e Maria Bonita contra S. typhimurium. E. 
sakazakii apresentou maior sensibilidade frente os óleos Genovese e Mrs. Burns 
(Tabela 3). 
O menor valor de CIM pode ser observado frente à bactéria S. typhimurium (0,97 
µL/mL/ cultivar Genovese x Maria Bonita). Apesar de apresentar o menor valor de 
CIM frente a este cultivar, com relação aos demais cultivares obteve os maiores 
valores amostrados (62,5 µL/mL/ cultivares Dark Opal, Genovese, Mrs. Burns, 
Napoletano e Italian Large (Isla)). Para E. coli, maior sensibilidade foi observada 
para o cultivar Maria Bonita, com CIM de 1,95 µL/mL. Mesmo valor de CIM foi 
observado para os cultivares Genovese e Mrs. Burns para o microrganismo E. 
sakazakii (Tabela 3). 
Com relação à dose bactericida mínima (DBM), que diz respeito a menor 
concentração necessária para matar todas as células bacterianas em uma cultura, 
para a maioria dos casos, a DBM foi maior do que a CIM, mostrando que os óleos 
em baixas concentrações exercem efeito bacteriostático e em altas concentrações 
efeito bactericida. O efeito bacteriostático inibe o crescimento do microrganismo sem 
inativa-lo e o efeito bactericida inativa a célula. Exceção a essa observação é feita 
para S. aureus para o cultivar Mrs Burns, B. cereus para o cultivar Maria bonita, L. 
monocytogenes para os cultivares Genovese X Maria Bonita, E.coli para os 
cultivares Genovese, Mrs Burns e Italian large (Isla). Para S. typhimurium, e E. 
sakazakii a maioria dos cultivares exerceram atividade bactericida, independente da 
concentração (Tabela 4). 
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Tabela 4. Dose Bactericida Mínima (DBM) do óleo essencial de cada cultivar 
para as bactérias testadas. 
Cultivar testados 
DBM (µL/mL) 
Microrganismo Dark 
opal 
Genovese Mrs. 
Burns 
Napoletano Italian 
large 
(Isla) 
Gen x 
maria 
bonita 
Maria 
Bonita 
S. aureus 125 125 31,25 31,25 62,5 31,25 31,25 
B. cereus >125 >125 >125 >125 >125 >125 1,95 
L. monocytogenes 125 >125 62,5 >125 125 15,62 >125 
E. coli 15,62 62,5 15,62 62,5 15,62 125 3,9 
S. typhimurium 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 3,9 62,5 
E. sakazakii 7,81 1,95 1,95 3,9 15,62 15,62 15,62 
 
Os menores valores de DBM foram de 1,95 µL/mL para as bactérias B. cereus 
(cultivar Maria Bonita) e E. sakazakii (cultivares Genovese e Mrs. Burns). O segundo 
menor valor de DBM (3,9 µL/mL) foi determinado para E. coli (cultivar Maria Bonita), 
S. typhimurium (cultivar Genovese x Maria Bonita) e E. sakazakii (cultivar 
Napoletano) (Tabela 4). 
Como já foi mencionado anteriormente, o possível mecanismo de ação para a 
maioria dos cultivares envolve a desnaturação de proteínas e danos à membrana 
citoplasmática, já que o composto majoritário da maioria deles é o Linalol 
(CAMARGO; DE VASCONCELOS, 2015). Exceção a essa observação é feita para o 
cultivar Mrs Burns, cujo composto majoritário é o Citral que contra o S.aureus pode 
danificar a membrana celular e inibir a bomba de efluxo, afetando assim o potencial 
de membrana (GUPTA et al, 2017). 
Os resultados obtidos para CIM e DBM demonstraram heterogeneidade na 
sensibilidade dos microrganismos aos óleos testados. Considerando os menores 
valores de CIM e DBM obtidos, os óleos essenciais foram mais efetivos em inibir as 
bactérias Gram-negativo. Esses resultados contrariam os resultados obtidos em 
outros estudos, que afirmam óleos que possuem como composto majoritário o 
Linalol possuem efeito mais eficiente contra linhagens Gram-positivo (CAMARGO; 
DE VASCONCELOS, 2015). 
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5.3 Efeito do óleo essencial no crescimento dos microrganismos 
 
 
A adição de concentrações crescentes dos óleos essenciais ao 
meio BHI resultaram em diminuição da taxa de crescimento e DO máxima 
atingida por S. aureus. Entretanto, nas concentrações dos óleos em que 
houve crescimento, não foi observada alteração na duração da fase lag 
em relação ao tratamento controle (sem óleo essencial), que teve duração 
de 1 h (Tabela 5). Para o tratamento controle a taxa de crescimento foi de 
0,36 h-1 e a DO máxima observada foi de 1,15. Nas concentrações de 3,9 
e 7,81 µL/mL dos óleos essenciais testados, foram  observadas 
diminuições em até 80 e 90%, respectivamente, na taxa de crescimento 
de S. aureus. Em relação à DO máxima atingida, para o óleo do cultivar 
Maria Bonita, a redução foi de aproximadamente 50% nas concentrações 
menores do  óleo. Para o cultivar Mrs Burns a DO após 48 h nas 
concentrações de 3.9 e 7.81 µL/mL foi 54 e 68%, respectivamente, menor 
em relação ao controle (Tabela 5). Na concentração de 31,25 µL/mL, que 
corresponde ao valor de DBM dos óleos para S. aureus (Tabela 4) o 
crescimento não foi observado até 24 h de  incubação. Após 48h, a DO foi 
aproximadamente 80% menor em relação ao controle (Tabela 5). 
 
Tabela 5. Efeito do óleo Mrs. Burns e Maria Bonita nos parâmetros de 
crescimento de S. aureus. 
Óleo essencial [ ] óleo 
  (µL/mL)  
Fase lag (h) µ (h-1) DO máxima 
0 1h 0,36 1,15 
Mrs. Burns 
3,9 1h 0,065 0,531 
7,81 1h 0,038 0,365 
 31,25 >24h ND 0,245 
 0 1h 0,36 1,154 
Maria Bonita 3,9 1h 0,088 0,551 
 7,81 1h 0,104 0,565 
 31,25 >24h ND 0,107 
ND= Não determinado 
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6 CONCLUSÃO 
 
 
Foi possível inferir que os óleos essenciais dos sete cultivares (Dark Opal, 
Genovese, Mrs. Burns, Napoletano, Italian Large (Isla), Genovese x Maria Bonita, 
Maria Bonita) possui amplo espectro de atividade antimicrobiana, pois inibiram tanto 
bactérias Gram-positivo (S. aureus, B. cereus e L. moncytogenes) quanto Gram-
negativo (E. coli, S. typhimurium e E. sakazakii). 
A determinação da CIM e da DBM demonstraram heterogeneidade na 
sensibilidade dos microrganismos frente aos óleos essenciais dos diferentes 
cultivares. Considerando os menores valores de CIM e DBM, os óleos essenciais 
foram mais efetivos em inibir as bactérias Gram-negativo. Na maioria dos casos, a 
DBM foi maior que a CIM, demonstrando que em baixas concentrações os óleos 
exercem efeito bacteriostático e em altas concentrações, bactericida. 
A adição de concentrações crescentes dos óleos essenciais Mrs. Burns e Maria 
Bonita ao meio BHI resultaram em diminuição da taxa de crescimento e DO máxima 
atingida por S. aureus. Apesar destes testes não terem sido realizados com os 
demais óleos e microrganismos, espera-se resultados semelhantes para todos. 
Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que os óleos testados 
apresentam potencial para controlar o crescimento de microrganismos patogênicos e 
deterioradores em alimentos. Talvez uma forma efetiva para esse uso seja pela 
incorporação dos óleos a revestimentos comestíveis. O melhor tipo de revestimento 
e o alimento mais adequado para esse uso ainda serão testados. 
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